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“INOCULANTE MICORRIZICO LIQUIDO”

A presente solugdo técmica se relaciona com as ciéncias
agricolas, em particular com produgfio de biofertilizantes organicos, € mais
especificamente, com a obtencdo de um inoculante micorrizico liquido que
pode ser aplicado ao solo e as plantas tanto diretamente como através dos
sistemas de 1rrigaco.

As associagdes micorrizicas tém sido atribuidas miltiplas
func@es entre as quais se destacam o melhoramento da superficie absorvente
do sistemna radicular através de um aumento notavel do mesmo, incremento da
tolerancia as toxinas do solo, solubilizac8o de certos elementos nutritivos (N,
P, K, Ca, Mg, Mn, Cu, Zn, B, etc.), resisténcia a condices adversas tais
como; seca, salinidade, etc., seletividade na absor¢do, melhoramento das
propriedades fisicas dos solos a partir da formagfio de agregados estaveis e
certa protecdo contra os patogenos radicais. A aplicagfo desta associagfo a
agricultura implica um forte impacto ambiental, visto que propicia um melhor
equilibrio entre as diferentes populacSes de microorganismos presentes na
micorrizosfera e rizosfera da associagdo fungo micorrizico-planta ¢ em geral
uma maior protecio contra os efeitos dos estresses bidticos e abioticos.

Estado da Técnica. A obtengio ¢ posterior aplicagdo de
moculantes baseados em fungos formadores de micorrizas arbusculares nas
plantas t€m caracteristicas peculiares, devido a que estes ndo crescem em
meios sintéticos artificialmente, e sim completam seu ciclo de vida nas raizes
de uma planta hospedeira, de modo que uma vez finalizado o ciclo de vida
vegetal (para a produgdo destes inoculantes utiliza-se geralmente plantas de
ciclo curto com 3 a 4 meses de vida), extrai-se o sistema radical colonizado
pelo fungo, assim como os propagulos fingicos (micélio extraméfrico €
esporos) desenvolvidos durante a associago, assim como o substrato onde se
desenvolveram, constituindo entdo todos estes componentes um inoculante

micorrizico em base solida (Fernindez, F. Capitulo 3. Bases Cientifico
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Técnicas para el de los sistemas micorrizados eficientemente. En: Rivera,
Fernandez, eds. INCA, A Havana. 2003.)

Na produciio atual deste tipo de oculante, utiliza-se o0s
seguintes substratos (Feldmann, F. and Idczak, E. Inoculum production of
Vesicular -arbuscular Mycorrhizal Fungi for use in tropical nurseries. In:
Methods in Microbiology. Volume 24 ISBN 0-12- 521524-x. Eds. Academic
Press Limited. 1992; Fernandez, F et al,. Certificado de Autor 22641. OCPL
1999):

- Solo

- Solo + Mat¢ria Orgénica.

- Matéria Organica

- Areia

- Argilas - Argilas + Areia

- Argilas + Matéria Orglnica

- Areia + Matéria Orgénica + Solo.

- Solugio Nutritiva em camara de fluxo liquido.

- Vermiculita - Perlita

- Musgo de turfa.

- Argila montmorillonita expandida.

- Combinac@es de todas estas.

Os produtos micorrizicos desenvolvidos a partir dos substratos
acima mencionados se aplicam diretamente recobrindo a semente com 10%
em relagdo ao peso total da semente a semear dirstamente no campo
(Femandez, F et al,. Certificado de Autor 22641. OCPI. 1999) ou a aplicagio
direta de inoculantes & razio de 1 a 2 T. b, No caso dos cultivos de
sementeiros e viveiros, a dose de aplicacio ndo deve exceder de | kg. m?, e de
10 g/semente, colocando o produto sempre por baixo da semente a semear
respectivamente (Sieverding, E. Vesicular Arbuscular Mycorrhiza in Tropical

Agrosystem. Deutsche Gesellsschaft fur techmische Zusammenarbeit (GTZ)
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GMBH, Federal Republic of Germany.1991. 371 p).

A aplicagiio destes inoculantes nos sistemas de irrigagdo ou
ferti-irrigacdo € devida fundamentalmente & auséncia de um inoculante
liquido que reuna as caracteristicas adequadas que lhe permitam Suportar as
bruscas alteragéés da pressdo hidrostitica que se gera nos condutos de
irrigagdo, o que impossibilitou sua aplicagio por esta via.

A produgdo de inoculantes micorrizicos arbusculares fol
desenvolvida com base na aplicagio em substratos solidos, semi-solidos a
floculantes e em menor escala na utilizagdo destes microorganismos em meios
liquidos.

Quanto aos meios solidos, existem exemplos de patentes que
utilizaram diversos substratos de multiplicagdo como s@o os casos de:
US4945059, JP7123979, JP4187081, DE10161443, DEL0221762. Istes
inoculantes t8m os inconvenientes de que por em sdo manipulados volumes
grandes de substrato, a capacidade germinativa dos esporos esta afetada por
largos periodos de dorméncia, a concentragio de propagulos neste produto €
natural, ou seja ndo se pode concentrar com a magnitude desejada.

No caso dos inoculantes semi-sOlidos foram publicadas as
seguintes patentes; EP0726305, EP0596217, EP0072213, US5120344,
EP0495108, EP0475433, US5436218, US3437625, US3557562, EP0023347,
US2856380, US3857991, GB2381264. Estes produtos se baselam na
utilizagdo de substratos como géis, copolimeros, argilas, em meios
floculantes. Igualmente ao caso anterior, manipula-se volumes importantes na
aplicagdo agricola e tampouco se consegue superar os periodos de dorméncia
nos esporos dos fungos micorrizicos.

Os ioculantes liquidos reportados na informagéo de patentes,
estdo Dbasicamente relacionados com as ectomicorrizas (CN1420167,
US2004208852) ¢ s6 se encontrou um meio liquido reportado pelos japoneses

(JP4141023), baseado no uso de um estabilizante (acido citrico ou sua forma
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de sal) para proteger esporos.

Em geral os produtos micorrizicos conhecidos néo t€m uma
germinago de esporos uniforme, ndo pode ainda superar os mecanismos de
dorméncia destas espécies fingicas, pois os substratos em que estdo
apresentados estes inoculantes ndo conferem aos propagulos situagdes
estressantes que acelerem os processos de germinagdo dos esporos uma vez
inoculados os mesmos em condi¢des de campo

Por outra parte, os inoculantes micorrizicos fabricados até o
momento tém um limite nafural de propagulos micorrizicos, ndo foram
reportados ¢ isto se deve a que o procedimento de obtengdio ndo leva a
concentragdo de maior quantidade de propagulos especificos. O produto
micorrizico conhecido com maior concentragdo na atualidade tem uma
relagio de esporos: micélio de 50 esporos. g substrato: 65 mg. micélio™.
substrato. (Fernandez, F. Capitulo 3. Bases Cientifico Técnicas para el manejo
de los sistemas micorrizados eficientemente. En: Rivera, Fernandez, eds.
INCA, Havana, 2003.)

A glicoproteina especifica destes fungos, chamada Glomalina,
acelera os processos de formagdo de micro agregados estdveis no solo,
melhorando assim sua estrutura fisica, incrementando os niveis de oxigénio, €
facilitando uma melhor colonizagdo do organismo. Como a Glomalina s6 se
excreta de maneira natural durante o funcionamento da simbiose, ou sob a
a¢do de um determinado meio de excregio, a mesma nfio aparece excretada
no suporte so6lido nos inoculantes micorrizicos conhecidos, € os nivels em que
ela ¢ encontrada no solo dependem do estado da simbiose com o organismo, e
nfo podem elevar-se mais além do que dita simbiose permite.

Descri¢éo detalhada da inveng3o..

O objetivo principal desta invengo, consiste na obtengio de
um produto liquido que propicie um massivo manejo dos fungos micorrizicos,

com maior qualidade ¢ eficiéncia, para que possa ser empregado diretamente
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em sistemas de irrigagdo localizada, em doses adequadas e rentaveis.
Para a obteng3o de dito inoculante desenvolve-se os seguintes
passos:

1. Semeadura de plantas hospedeiras Braguiaria decumbens,

Sorghum_yulgare ou outra espécie micOtrofa obrigatoria e estas se
desenvolvem sobre um substrato de reprodugo: solo, argilas caulinitica ou
motmorillonitica, perlita, zepeolita, vermiculita ¢ matéria orgénica (aplicada
de acordo com as necessidades da simbiose).

2. Estas plantas sfio inoculadas diretamente colocando por
baixo das sementes, 10 gramas de cepa pura de fungos micorrizicos, para sua
produgio utilizou-se as seguintes espécies de forma individual: Glomus
fasciculatum, Glomus clarum, Glomus spurcum, Glomus mosseae, Glomus
intrarradices, Gigaspora margarita, e outras espécies de Glomales ¢
Diversisporales, porém podem ser empregadas outras espécies de fungos
micorrizicos.

3. Ao término do ciclo de vida da planta, elimina-se a parte
aérea, ¢ obtém-se um substrato solido que consiste em uma mistura de
propagulos micorrizicos (radiculas colonizadas, micélio fingico e esporos de
resisténcia) e o suporte inicial.

4, Posteriormente extrai-se os propagulos micorrizicos pelo
método de decantagdo a umido € peneiramento afravés de diversas peneiras
que vio desde uma faixa de 400 até 40 um, de acordo coma espécie de fungo
micorrizico em questdo, a fragio solida que se recolhe na peneira mais fina, €
centrifugada e depois se decanta a fragio liquida com os propéagulos fiingicos.

5. Quando se separam todos os componentes micorrizicos,
estes sdo desinfetadas superficialmente com uma solugdo de Cloramina T
(2%) durante 5 minutos, lava-se trés vezes com agua destilada estéril e
coloca-se em Sulfato de Estreptomicina durante 24 horas, uma vez culminado

se acondiciona-se em uma mistura aquosa & base de Sorbitol (entre 5 € 10%),
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Manitol (2 %), Tween 40, (5%), Tween 80 (2%) , polietileno glicol 4000

podendo-se aplicar entre uma faixa de 100 e 500 mg.l." ¢ agar desde 0,8 a
0,1%. Neste caso, o produto pode ser fabricado até os limites fisicos
permissiveis de unidade de propagulos ml™. de meio de cultivo.

6. A solugdo aquosa com os propdgulos ficaria composta pelos
seguintes elementos:

a) Componentes ativos:

- Propagulos micorrizicos: Esporos de resisténcia, micélio
extramatrico arbuscular, Glomalina e radiculas menores de 40 wum,
colonizadas com o fungo em questao.

b) Outros Componentes:

+ Sorbitol, em uma faixa entre 5 10%,

* Manitol, em uma faixa entre 2 e 5%,

* Tween 40, em uma faixa entre 5 ¢ 7%,

* Tween 80 em uma faixa entre 2¢ 7%,

+ polietileno glicol aplicado numa faixa de 100 a 500 mg.1.™"

* Agar, em uma faixa entre 0,8 ¢ 0,1%.

Uma vez concluidos estes procedimentos, fica pronto um
produto para ser aplicado em campo ou nos sistemas de irrigacdo localizada,
garantindo que os propagulos micorrizicos, € em especial os esporos, fiquem
protegidos dos efeitos da pressdo osmotica superficial e que uma vez
aplicados em dgua, estes s80 capazes de romper os mecanismos de dorméncia
dos esporos ¢ alcancem uma forte capacidade colonizadora, desenvolvendo
uma resposta positiva nos cultivos.

A invengdo proposta consiste em um inoculante que por sua
forma de fabricagfo, pode ser altamente infectivo, porque pode-se alcangar
concentragdes muito elevadas, sem mais limitagdes que os limites fisicos que
permitem esta dissolucdo aquosa, ou as conveniéncias para sua aplicacdo,

podendo obter-se concentragdes da ordem de 1 ou 2 milhdes de esporos 1'e
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de 1 e 2 gramas de micélio .I ",

Ademais, pelo fato de os propagulos micorrizicos se
encontrarem em um meio aquoso, estimula-se a secregfio da Glomalina, que
s¢ encontra presente em altas concentragdes na composicio deste inoculante,
conferindo-The caracteristicas especiais, acelerando assim, com sua aplicagdo
direta, os processos de formagdio de microagregados estéveis no solo,
melhorando imediatamente a estrutura fisica do mesmo, e incrementando os
niveis de oxigénio, o que facilita uma melhor colonizacio deste
microorganismo, garantindo um desenvolvimento muito mais eficiente da
simbiose micorrizica.

Este moculante que € proposto na presente invengdo promove
a aplicac#o direta do produto em campo, diminuindo seu volume, ao aumentar
sua concentragdo, facilitando desta forma seu manejo e transporte, e
eliminando mio de obra.

Ele estd montado em um suporte liquido concentrado, com
uma viabilidade de § meses, que pode ser totalmente aplicado através dos
sistemas de ferti-irrigago, conseguindo-se uma distribuicio homogénea,
comprovada por experimentos em distintas escalas. Este fato garantiu uma
bem sucedida inoculagdo em todas as plantas sob o sistema de irrigaco, o que
s¢ traduz em um incremento significativo nos rendimentos (ver informe
técnico).

Referéncias:
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Volume 24 ISBN 0-12-521524-x. Eds. Academic Press Limited. 1992

* Fernindez, F. Capitulo 3. Bases Cientifico Técnicas para el manejo de los
sistemas micorrizados eficientemente. En: Rivera, Fernandez, eds, INCA, A
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REIVINDICACOES

I. Inoculante micorrizico liquido caracterizado pelo fato de

que tem a seguinte composi¢io:

a. propigulos micorrizicos compostos por esporos de
resisténeia, micélio extramdtrico arbuscular, Glomaling e radiculas menores
de 40 um, colonizadas com o fungo em questio.

b. sorbitol em uma faixa entre 5 ¢ 10%

¢. manitol em uma faixa entre 2 e 0 5%.

d. monopalmitato de sorbitano polioxietileno (20) em uma
faixa entre 5 e 7%

¢. monooleato de sorbitano polioxietileno (20) em uma faixa
entre 2 e 7%.

f. polictileno glicol aplicado entre uma faixa de 100 ¢ 500
mg.L."!

g.agara0,1%.

2. Inoculante micorrizico liquido, de acordo com a

reivindicagiio 1, caracterizado pelo fato de que ele pode ser aplicado em dgua

através dos sistemas de irrigacio e ferti-irrigagdo.
3. Inoculante micorrizico liquido, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que permite um nivel de

concentragiio da ordem de 1 ou 2 milhdes de esporos.” e de 1 e 2 gramas de
micélio.l".
4. Inoculante micorrizico liquido de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que se pode utilizar o polietileno

glicol de diversos pesos moleculares, entre uma faixa de 4000 ¢ 10000 com
uma concentra¢io em dissolugdo conforme o peso molecular em uma faixa

entre 100 e 500 mg.1.”".
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RESUMO

“INOCULANTE MICORRIZICO LIQUIDO”

A solugdo técnica proposta se relaciona com o ramo da
agricultura, a biotecnologia do solo e especificamente com a produgdo e
aplicacio dos fungos micorrizicos arbusculares, microorganismo que melhora
a eficiéncia na captagdo de nutrientes pelas plantas, nivel hidrico, produgéo
vegetal, protecdo contra alguma das doengas da raiz, etc. Ele consiste em um
produto liquido para a aplicagio dos fungos micorrizicos arbusculares,
partindo da utilizagdo de um meio aquose que permite obter uma
estabilizagdo dos propagulos micorrizicos que possibilita a formagfo de
agregados de solos € uma viabilidade comprovada em meio liquido entre 12 e
18 meses que se pode utilizar nos sistemas de irrigagdio e ferti-irrigacdo,
aplicando-se de forma direta em campos ou estufas de cultivo protegido, além
de permitir a superagdo dos mecanismos de dorméncia dos esporos e obter um
elevado nivel de concentragio que permite ¢ facilita seu manejo e transporte.
Com a aplicagdo deste produto, pode-se manejar os fungos micortizicos em
cultivos sob sistemas de irrigacfo em grande escala, com uma melhoria

produtiva e ambiental.
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